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AI aromatase inhibitor 
CBA cytometric bead array 
ConA concanavalin A 
COX cyclooxygenase 
CRP C-reactive protein 
DNR daunorubicin 
DOC docetaxel 
EGFR epidermal growth factor receptor 
ER estrogen receptor 
E2 estradiol 
FBS fetal bovine serum 
Foxp3 forkhead box p3 
5-FU 5-fluorouracil 
HBSS Hanks’ balanced salt solution 
HER2 human epidermal growth factor receptor type2 
IFN- interferon gamma 
IL interleukin 
LH-RH luteinizing hormone-releasing hormone 
NFB nuclear factor kappa B 
NKT natural killer T 
PBMC(s) peripheral blood mononuclear cell(s) 
PBS phosphate buffered saline 
Pg progesterone 
PgR progesterone receptor 
ROC receiver operating characteristic 
TCGA The Cancer Genome Atlas 
TGP thermo reversible gelation polymer 
Th helper T 
TNF- tumor necrosis factor alpha 
Treg regulatory T cell 
VE vitamin E 








全年齢を通し人口 10 万人に対し 110.5 と第一位である．また 2013 年における女性の乳癌に
よる死亡数は 13 万人を上回り，全年齢における部位別がん死亡率は人口 10 万人に対して
20.4 と，比較的高値を示している[1]．乳癌の罹患年齢は 40 歳代で最も割合が高く，年齢が





















 乳癌の薬物療法は，ホルモン療法，抗 HER2 療法，および化学療法の 3 つに大分され，患
者の閉経の有無，エストロゲン（E2）やプロゲステロン（Pg）などのホルモンの受容体の有











































































































 本研究は，「乳癌組織から分泌されるサイトカインの研究」として 2012 年 6 月がん研有明
病院倫理委員会の承認を得て実施され，全患者からインフォームドコンセントを得た．がん
研有明病院乳腺外科にて乳癌と診断された全 21 名の女性患者（平均年齢 53.9 歳）を対象と
した（Table 1）．21 名中 6 名がアジュバント化学療法として，パクリタキセル，ドセタキセ
ル，ハーセプチン，シクロホスファミド/エピルビシン/5-FU，ドセタキセル/アドリアマイシ
ン/シクロホスファミド，あるいはシクロホスファミド/アドリアマイシン/5-FU による治療を
受けていた．乳癌組織の ER，PgR，および HER2 発現は，同院にて免疫組織化学的解析に
より同定された．治療を目的とし各患者から外科的に切除された乳癌組織または針生検によ






















Case1 57 - Post - - 3+ unknown 1 a3 unknown 
Case2 42 - Pre - - 0 unknown unknown a3 IIIC 
Case3 41 + Pre - - 1+ unknown 3 a2 IIA 
Case4 61 - Post + - 2+ - 2 a2 IIIC 
Case5 43 - Pre + + 0 unknown unknown a3 IIIC 
Case6 48 - Pre + + 0 unknown 2 a3 IIIA 
Case7 74 + Post - - 0 unknown 3 a2 IIA 
Case8 46 + Pre + + 0 unknown 1 a3 IIA 
Case9 34 - Pre - - 0 unknown unknown a3 IV 
Case10 51 + Pre + - 1+ unknown 1 a3 IIA 
Case11 64 + Post + + 0 unknown 3 a3 IIA 
Case12 43 + Pre - - 1+ unknown 3 a2 IIA 
Case13 62 + Post + - 1+ unknown 1 a3 IIA 
Case14 67 + Post + + 2+ - 3 a2 IIA 
Case15 47 + Pre + + 2+ + 2 a3 IIA 
Case16 62 + Post + + 0 unknown 2 a3 IIA 
Case17 45 + Pre + + 0 unknown 2 a1 IIA 
Case18 48 + Pre + + 1+ unknown 2 a3 IIA 
Case19 59 + Post - - 1+ unknown 3 a3 IIA 
Case20 57 + Post + + 0 unknown 2 a3 IIA 
Case21 81 + Post - - 2+ - 2 a3 IV 
21 breast cancer patients were included.  Estrogen receptor (ER), progesterone 
receptor (PgR), and HER2 in cancer tissue were detected by 
immunohistochemical (IHC) analysis.  In the case for HER2 2+, FISH was 













 2-2-1 実験に使用した試薬，器具および機器 
 RPMI-1640 培地はシグマ社，10%ウシ胎児血清（FBS）はニチレイバイオ社，ペニシリン
G およびストレプトマイシンは GIBCO 社，Hanks' Balanced Salt Solution（HBSS）はシ
グマ・アルドリッチ社から各々入手した．また，48 ウェル DSeA-3D プレートは IFTL 社か
ら入手した．PBS は GIBCO 社のものを用いた． 
 
 2-2-2 培地および試薬の調製 
 RPMI-1640 培地または HBSS に，56C で 30 分間非働化した仔ウシ胎児血清を 16%（v/v）
となるように添加し，さらにペニシリンおよびストレプトマイシンを，各々100 U/mL およ
び 100 g 力価/mL となるように溶解させ，培養に用いた．凍結乾燥された TGP が充填され
た DSeA-3D プレート（IFTL 社）の各ウェルに，前述の RPMI-1640 培地を 150 L ずつ添
加し，溶解後気泡除去を目的として 1500 rpm にて 20 分間冷却遠心後，組織播種まで 4°C
にて保存した． 
 
 2-2-3 摘出組織の三次元培養 
  乳癌組織または正常乳腺組織は，外科手術または針生検により 21 名の患者から得られた
ものを用いた．全患者において，診断時の腫瘍の大きさ（直径）は 3 cm 以上であった．組
織運搬液である HBSS にペニシリン，ストレプトマイシン，およびアムホテリシン B を添加
したものを用いて運搬し，細菌感染を防止するため，3 回以上洗浄した．洗浄後，組織から
血液や脂肪を除去し，径 0.5 mm3以下まで細切した．1 ウェル当り 2 個または 3 個の細切組
織を TGP ゲルの充填された DSeA-3D プレートに播種し，5%CO2存在下 37°C で 30 分間イ
ンキュベーションした．16%FBS を含む RPMI1640 培地を各ウェルに 325 L ずつ重層し，
37°C まで昇温した．さらに 25 L の PBS を各ウェルに加え，5%CO2存在下 37°C にて 6 日
間培養を行った．培養後，各ウェルから 250 L ずつ上清を回収し，-80°C にて保存した．同
様の手順にて組織を含まない blank well を作成し，6 日間のインキュベーションの後，上清
回収を行った．以上の実験は全て無菌的に行った． 
 
2-3 三次元培養組織の WST-8 試験 
 上述のように，5%CO2存在下 37°C にて 6 日間培養を行った DSeA-3D プレートの各ウェ
ルに，Cell Counting Kit-8 試薬（GIBCO 社）を 25 L ずつ添加し，5%CO2存在下 37°C に







2-4 Th1/Th2/Th17 サイトカイン測定 
  
 2-4-1 実験に使用した試薬，器具および機器 
 ベクトン・ディッキンソン社の BD Cytometric Bead Array （CBA）  Human 
Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit を用いて，三次元培養組織上清中の 7 種の Th1/Th2/Th17 系サ
イトカイン（後述）を解析した．測定にはベクトン・ディッキンソン社の FACS Calibur を，
また算出ソフトは同社の CBA Software を用いた．フローサイトメーター用ポリスチレンチ
ューブはベクトン・ディッキンソン社のものを用いた． 
 
 2-4-2 フローサイトメーターによる Th1/Th2/Th17 サイトカイン測定法 
 乳癌組織および正常乳腺組織の三次元培養上清は Wash Buffer（ベクトン・ディッキンソ






サイトカイン濃度を算出した．本法を用いた 7 種の Th1/Th2/Th17 系サイトカインの検出限
界は各々IL-2 が 2.6，IL-4 が 4.9，IL-6 が 2.4，IL-10 が 4.5，TNF-が 3.8，IFN-が 3.7，
および IL-17A が 18.9 pg/mL であり，検出限界以下は 0 pg/mL とした． 
 
2-5 統計解析 
 乳癌組織と正常組織間の WST-8 値および三次元培養上清中のサイトカイン濃度の差は，
ウィルコクソン符号順位検定にて解析した．正常組織と乳癌組織間の IL-6 および IL-10 産生
の頻度検定についてはカイ二乗検定を用いた．化学療法を行った患者群と行っていない患者
群間のサイトカイン濃度の比較には，Mann-Whitney の U 検定を用いた．乳癌組織と正常
乳腺組織の WST-8 値と上清中サイトカイン濃度との関連は，スピアマンもしくはピアソン
の相関係数により検定した．摘出癌組織の ER が陽性（ER+）の患者と ER 陰性（ER-）の
患者間で WST-8 値および各種サイトカイン濃度を比較する場合は，Mann-Whitney の U 検
定で解析した．ER+患者群と ER-患者群間で，摘出組織培養上清中に産生された各種サイト
カイン濃度あるいは WST-8 測定値が，各々一定以上高い値を示す患者の頻度の差は，カイ
二乗検定により解析した．PgR 陽性（PgR+）と PgR 陰性（PgR-）患者由来組織間で WST-8
値または各種のサイトカイン濃度の平均値を比較する場合は，対応の無い t 検定（ウェルチ
の t 検定）により解析を行った．PgR+と PgR-患者間で，摘出組織の培養液中に産生された
各種サイトカイン濃度あるいは WST-8 測定値が，各々一定以上高い値を示す患者の頻度の
差は，カイ二乗検定により解析した．病期が IIA の患者群と IIB 以上の患者群間での培養上


















































TNF-，IL-2，IL-4，IL-6，IL-10，および IL-17A の濃度を測定した．IL-6 および IL-10
は，いずれの組織の培養上清からも多量に検出された（Fig. 2）．一方で，IFN-，TNF-，





 化学療法を受けた乳癌患者から得た癌組織（n=6）の三次元培養上清中の IFN-と IL-10
の濃度は，化学療法を受けていない患者から得た癌組織（n=15）のそれらより高い傾向にあ
ったが，有意な差はなかった（Fig. 3）．また組織培養上清中の IFN-，TNF-，IL-2，IL-6，
IL-10，および IL-17A の濃度は，これら患者群間で有意な差はなかった（Fig. 3）． 
 WST-8 法にて測定した乳癌組織の増殖能と，組織培養上清中の IFN-（Fig. 4A; p=0.0031, 
Pearson の相関係数検定による），IL-6（Fig. 4D; Pearson の相関係数検定で p=0.0274, 
Spearman の相関係数検定で p=0.0009），あるいは IL-10（Fig. 4E; Pearson の相関係数検
定で p=0.0158, Spearman の相関係数検定で p=0.0003）の濃度との間に，各々有意な正の相
関がみられた．一方 TNF-（B），IL-2（C），および IL-17A（F）濃度との間には，有意な




度を，ER+群と ER-群，PgR+群と PgR-群，および HER2+群と HER2-群間で，各々比較検
討した．いずれの群間にも，IFN-，TNF-，IL-2，IL-4，IL-6，IL-10，および IL-17A の
濃度に有意差はなかった（n=21）（データ非表示）．一方，PgR+群に比べ PgR-群では乳癌組
織の WST-8 測定値は有意に高値を示し（p=0.0383）（Fig. 6B）増殖能が高かったが，ER+
群と ER-群間では増殖能に有意な差はなかった（p=0.1282）（Fig. 6A）．次に，21 名の乳癌







 全患者を IIA 期（n=14）と IIB 期以上（n=6）に群分けし，WST-8 値と三次元培養上清中
の IFN-，TNF-，IL-2，IL-4，IL-6，IL-10，および IL-17A 濃度を群間比較した．WST-8
値およびこれらのサイトカイン濃度に，両群間の有意差はなかった（データ非表示）．さらに
病期で分けた 2 群の患者間で，摘出組織の三次元培養上清における各種サイトカインの検出








































Fig. 1. Growth abilities of three-dimensionally cultured breast cancer tissues.  
The growth abilities of the tissues three-dimensionally cultured in TGP gel were 
as assessed by WST-8 assay (absorbance at 450 nm; see Materials and Methods) 
after the culture.  A: Comparison of the growth abilities between breast cancer 
tissues (n=21) and normal breast tissues (n=9).  No significant difference was 
observed, as analyzed by Wilcoxon signed rank test (p=0.3125).  B: Comparison 
between cancer tissues from patients treated by chemotherapy (n=6) and those 
from patients who were not treated by chemotherapy (n=15).  No significant 






Fig. 2. Comparison of cytokine concentrations in supernatant of 
three-dimensionally cultured breast cancer and normal tissues.  Breast cancer 
tissues (cancer tissues) or normal tissues of breast cancer patients (normal 
tissues) were cultured for 6 days in TGP gel respectively, and the cytokine 
concentrations in supernatant were determined by CBA assay procedures.  
Twenty-one cancer tissues and eight normal tissues were examined.  The mean ± 
SD concentrations were indicated.  The cytokine concentrations did not 
significantly differ between cancer tissues and normal tissues.  The frequencies 
of the expression of IFN-was significantly different between the cancer tissues 
and the normal tissues, as analyzed by Chi-square test (p=0.0052).  ND (not 
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Table 2. Differences for the incidence of each cytokine expression between breast 





expression cancer normal total P value 
IFN-
(3.7) 
+ 12* 0 12 
*p=0.0052 
- 9 8 17 
TNF-
(3.8) 
+ 6 0 6 
p=0.0896 
- 15 8 23 
IL-2 
(2.6) 
+ 7 0 7 
p=0.0608 
- 14 8 22 
IL-4 
(4.9) 
+ 0 0 0 
not analyzed 
- 21 8 29 
IL-6 
(2.4) 
+ 19 6 25 
p=0.2800 
- 2 2 4 
IL-10 
(4.5) 
+ 16 4 20 
p=0.1730 
- 5 4 9 
IL-17A 
(18.9) 
+ 2 0 2 
p=0.3657 
- 19 8 27 
The resected tissue samples were grouped into those expressing and 
none-expressing each cytokine, and the difference for the incidence of cytokine 
production between cancer and normal tissues was analyzed.  The cut-off points 
of cytokine expressions were the detection limit of each cytokine concentration 
shown in the Table.  Statistical analysis was performed by Chi-square test.  The 









     
 
Fig. 3. Comparison of each cytokine concentration in supernatant of 
three-dimensionally cultured tissues obtained from patients with and 
without-chemotherapy.  IFN-, TNF-, IL-2, IL-6, IL-10 and IL-17A in the 
supernatant of three-dimensionally cultured tissues obtained from patients with 
(n=6) or without (n=15) chemotherapy were compared.  There was no difference 
in IFN-(A; p=0.0662), TNF-(B; p=0.1612), IL-2 (C; p=0.4254), IL-6 (D; 
p=0.1106), IL-10 (E; p=0.0674) and IL-17A (F; p=0.7086) concentrations between 
these patient subgroups, as analyzed by Mann Whitney test, were observed in the 













Fig. 4. Correlation between cytokine concentrations in supernatant of 
three-dimensionally cultured breast cancer tissues and WST-8 assay values of the 
cultured tissues.  The growth abilities of the tissues three-dimensionally 
cultured in TGP gel were assessed by WST-8 assay (absorbance at 450 nm) after 
the culture.  Correlations were evaluated by Pearson’s correlation coefficient test 









p=0.0031 by Pearson), IL-6 (D; p=0.0274 by Pearson and p=0.0009 by Spearman) 
and IL-10 (E; p=0.0158 by Pearson and p=0.0003 by Spearman) in the culture 
supernatant were significantly correlated with the growth abilities of the tissues 
as evaluated by the WST-8 assay whereas those of TNF-(B), IL-2 (C) and IL-17A 



































Fig. 5. Correlation between cytokine concentrations in supernatant of 
three-dimensionally cultured normal tissues and the WST-8 assay values of 
cultured tissues.  Correlation was evaluated by Pearson’s correlation coefficient 
test and Spearman’s correlation coefficient test (n=8). Concentrations for IL-10 
(B) in the culture supernatant was significantly correlated with the WST-8 assay 
values of the tissues (p=0.0458 by Spearman), however there was no significantly 




















Fig. 6. Comparison for the WST-8 assay values of three-dimensionally cultured 
tissues between hormone-receptor positive and negative breast cancer tissues.  
A; comparison between ER(+) tissues (n=13) and ER(-) tissues (n=8).  B; 
comparison between PgR(+) tissues (n=10) and PgR(-) tissues (n=11).  A 
significant difference for the WST-8 indices was observed between PgR(+) and 











Table 3. Relationship between estrogen receptor (ER) or progesterone receptor 
(PgR) expression incidence and the WST-8 assay value (index for tumor growth) of 
three-dimensionally cultured breast cancer tissues. 
  WST-8 assay value for 3D 
cultured sample 
 
  Higher Lower Total 
Estrogen receptor 
(ER) 
+ 5 8 13 
- 6* 2 8 
Total 11 10 21 
Progesterone receptor 
(PgR) 
+ 3 7 10 
- 8 3 11 
Total 11 10 21 
The patients were grouped into the higher and lower subjects expressing higher 
and lower WST-8 assay values, respectively, by the median score (0.3026 read by 
absorbance at 450 nm) for the results of WST-8 assay of 3D cultured sample.  On 
the other hand, the patients were divided into the ER positive(+) and ER 
negative(-) or PgR positive(+) and PgR negative(-) groups.  ER and PgR of 
patients’ cancer tissue were detected by immunohistochemical analysis.  
Statistical analysis for the incidence of subjects with cancer tissues exhibiting the 
high WST-8 values in vitro was performed by Chi-square test.  The ER(-) tissues 


















Table 4. Relationship between the TNM stages and the incidences of cytokines 
production in culture medium of three-dimensionally cultured breast cancer 
tissues. 
The incidence of cytokine 
in cultured cancer tissue 
TNM stage 







Positive 7 4 11 
p0.05 
Negative 7 2 9 
TNF- 
Positive 3 5* 8 *p=0.0096 
Negative 11 1 12 
IL-2 
Positive 4 3 7 
p0.05 
Negative 10 3 13 
IL-4 
Positive 0 0 0 
not analyzed 
Negative 14 6 20 
IL-6 
Positive 5 5 10 
p=0.051 
Negative 9 1 10 
IL-10 
Positive 10 5 15 
p0.05 
Negative 4 1 5 
IL-17A 
Positive 1 1 2 
p0.05 
Negative 13 5 18 
 Total 14 6 20  
The patients were divided into positive and negative groups for the cytokine 
production in culture medium of three-dimensionally cultured breast cancer 
tissues.  The cut-off limits of cytokine expressions were the median of each 
cytokine concentration (all median was 0 pg/mL). 
On the other hand, the patients were divided into the stage IIA and over stage 
IIB groups.  Then, the statistical analysis was performed by Chi-square test for 
the incidence of cytokine production from their three-dimensionally cultured 
cancer tissues into culture medium.  The patients with stages over IIB of TNM 
stage exhibited significantly higher incidence for the TNF- production in their 





























IFN-，TNF-，および IL-2 は癌組織の培養上清に特異的に検出され，また TNF-は乳癌
患者病期のバイオマーカーとなりうることが示唆された．
 本研究において，三次元培養した乳癌組織と正常組織は，共に IL-6 および IL-10 を著しく
高量産生・分泌した．IL-6 は in vitro の乳癌細胞に対し，多面的な作用があることが示唆さ
れている．IL-6 が，in vivo および三次元培養した ER+乳癌細胞に対し，増殖因子として作
用するという報告がある[21]．また，肺癌患者と健常者との間で，IL-6 572G/C 多形分布に
















が，腫瘍付近に誘導される腫瘍関連マクロファージが IL-10 を高産生し，細胞障害性 T 細胞
の抗腫瘍応答を効果的に鈍らせるという報告もある[31]．IL-10 は B 細胞，T 細胞，マクロ
ファージなどの多くの細胞から産生される．IL-10 の産生については，制御性 B 細胞が IL-10
産生能を有している[32]ことが示されており，制御性 B 細胞が原発性乳癌患者の B 細胞から
誘導されるということも示唆されている[33]．一方で，卵巣癌における腫瘍浸潤制御性 T 細
胞の抗腫瘍活性の強さは，腫瘍浸潤制御性 T 細胞中の IL-10 濃度と正の相関があるという報
告[34]もあり，IL-10 が腫瘍免疫を抑制する可能性もある．以上の観点から，これらサイトカ
インがどこから産生されるのかを決定付ける更なる研究が必要と思われる． 
 本研究では，同様に IL-17A も乳癌組織の三次元培養上清にて高濃度で検出されたが，正
常組織の培養上清には検出されなかった．IL-17 は，CD4+T 細胞，CD8+T 細胞，NKT 細胞，
あるいはT 細胞等の，様々な T 細胞サブセットから産生される[35-38]．また癌組織も IL-17
を産生することが示唆されており[39,40]，IL-17 が癌の血管新生を促進し癌の発達に寄与し
ているという報告もある[41]． 
 癌微小環境にて産生された Th2 系サイトカインは，癌に対する宿主の細胞性免疫を妨げる
役割がある[42]．リンパ節転移のある胃癌患者では，Th1 系サイトカインは少なく，Th2 系
サイトカインが多いという報告がある[43]．本研究では，乳癌組織培養上清中には，IFN-
や TNF-などの Th1系サイトカインより IL-6や IL-10などの Th2系サイトカインが高濃度
存在していた．この結果は，前述した他の研究における見解と一貫性のあるものであった．
IL-6 や IL-10 は乳癌組織と正常組織の両方から検出されたが，一方で他の研究では正常組織
からのサイトカイン産生については検討されておらず，本研究における知見は重要と考える． 
 化学療法を受けた乳癌患者由来組織から産生された IFN-，TNF-，IL-2，IL-6，IL-10，




















プル摘出前にタキサン系薬物で治療した患者は 21 人中 3 人のみであったため，治療に用い
たタキサン系薬物の血清中サイトカインに及ぼす影響は明確ではない． 
 IL-17 は，腫瘍微小環境内で既に腫瘍の初期構築に関与していることが示唆されている[51]．
IL-17 産生 Th17 細胞や IL-17 産生 CD8+T 細胞（Tc17）が，乳癌微小環境で多く産生される
TGF-および IL-6 存在下で，ナイーブ CD4+T 細胞や CD8+T 細胞から誘導されることが報
告されている[52,53]．申請者の研究では，Tc17 のような IL-17 産生細胞が周囲の乳癌組織
から分泌された Th1 サイトカインにより誘導され，IL-17 を産生している可能性が考えられ
た． 
 最後に，申請者は三次元培養乳癌組織の WST-8 値と，培養上清中の各種サイトカインの
濃度，患者の病期，あるいは患者の臨床データとの関連を調べた．その結果，ER-癌組織は
ER+癌組織より，高増殖能を示す頻度が有意に高かった（Table 3）．TCGA の "Breast 
Invasive Carcinoma" によれば，NFB シグナルを強く抑制する TNFIP3 遺伝子と ER をコ
ードする ESR1 遺伝子の共発現が，有意に高率で起こることが分かっている（p=0.027，log 
odds ratio: 0.931）[20]．これは，ESR1 が発現している乳癌患者において，TNFAIP3 発現
により NFB シグナルが抑制されていることを意味する．ER+乳癌の増殖は E2 により亢進
































































には AI の使用自体を中止せざるを得ない場合もある[58]．VE は脂溶性ビタミンの一種であ
り，その薬理作用として膜安定化作用や抗酸化作用を持つことが知られている[59]．臨床で









 2-1 被験者および骨関節痛スコア 
 本研究は，「乳癌術後患者のアロマターゼ阻害剤による関節痛とビタミン E に関する検討
（ユベラ試験）（UMIN000004416）」として 2010 年 10 月がん研有明病院倫理委員会の承認
を得て実施され，全患者からインフォームドコンセントを得た．がん研有明病院乳腺センタ
ーに通院する 50 歳以上の閉経後乳癌患者 62 名を対象とした．いずれの患者も支持内分泌療
法として，AI であるアナストロゾール，エキセメスタン，またはレトロゾールのいずれかを
内服していた（Table 5)．また，全患者が乳癌の外科的切除後であり，アジュバント化学療




は平均 1.77±0.16 年であった．対象患者は AI 関連骨関節症状の軽減を目的として平均
29.8±0.34 日間，VE（トコフェロール酢酸エステルとして）を 150 mg/日，経口摂取した
VE 投与の前後で患者末梢血のサンプリングおよびアンケートを行った．骨関節症状は，こ
わばりと腰背部痛について，各々0 点（症状なし）から 3 点（症状が強く日常生活に支障が
ある）でスコア化し，この合計点を算出した．この合計スコアを用いて，症状が改善した（合
計スコアが減少した）群を VE 感受性群（n=24），症状が不変/悪化（合計スコアが不変/増






Table 5. Patient Characteristics 
Patient grouping based on; Remarks Number of Patients 







The year after post menopause 
10 years 21 
10 years 38 
Unknown 3 
The year after taking aromatase 
inhibitor 
2 years 41 
2 years 21 
The osteoarthropathy symptom 








*Symptoms were scored as 0-3 points (3 is the worst) based on NCI-CTC Version 
2.0 for each symptom; stiffness and low back pain.  Then, the total score was 
calculated for each patient, and the patients were divided into mild and severe 
groups by the median score (median=4). 
**These patients were classified into two groups according to their responses to 
the therapeutic effect of vitamin E. 











 2-2 血清中ホルモンおよび VE 濃度の測定 
 対象患者末梢血を 9 mL 採取し，血清分離を行った．血清中 E2，Pg，および VE 濃度は，
株式会社エスアールエルに依頼して測定した．血清中 E2 および Pg 測定は各々エクルーシス
試薬 E2III およびプロゲステロン II（Roche Diagnosis Co., Japan)を用い，電気化学的発
光免疫法にてマニュアルに従い行った．血清中 VE 濃度は，n‐ヘキサン溶液中にて励起波




 2-3 PBMC の分離法と各種薬物が PBMC に及ぼす効果の in vitro における評価 
 
 2-3-1 実験に使用した試薬，器具および機器 
 RPMI-1640 培地はシグマ社，10%ウシ胎児血清（FBS）はニチレイバイオ社，ペニシリン






 2-3-2 培地および試薬の調製 
 RPMI-1640 培地に，56C で 30 分間非働化した FBS を 10%（v/v）となるように添加し，
さらにペニシリンおよびストレプトマイシンを，各々100 U/mL および 100 g 力価/mL とな
るように溶解させ，培養に用いた．ConA 溶液は，ConA 粉末を培地に溶解させ，その 1 L
を各ウェルに添加したとき，最終濃度が 5 g/mL になるように調製した．また，アナストロ
ゾールおよび VE 溶液は，エタノールに溶解させ，その 4 L を各ウェルに添加したとき，最
終濃度が各々1，10，100ng/mL，1.88，18.8，188 pg/mL になるように調製した． 
 
 2-3-3 PBMC の分離および培養方法 
 リンパ球分離液 3.0 mL 上にヘパリン血約 10 mL を静かに重層し，23C，2000 rpm で 20
分間遠心分離した．PBMC 層を分取し，RPMI-1640 培地で 2 回洗浄後，1106 cells/mL と
なるように培地で希釈し，PBMC 懸濁液とした．PBMC を 96 穴平底滅菌プラスチックプレ
ートの各ウェルに195 Lずつ分注し，この各ウェルにConAを1L加え（最終濃度5 g/mL），
さらに，各濃度の薬物溶液を 4 L 添加し，全量を 200 L とした．Control well には薬物溶






 2-4 Th1/Th2/Th17 サイトカイン測定 
 
 2-4-1 実験に使用した試薬，器具および機器 
 第一章 2-4-1 と同様のものを使用した． 
 
 2-4-2 フローサイトメーターによる Th1/Th2/Th17 サイトカイン測定法 
 患者血清中および PBMC 培養上清中の IFN-，TNF-，IL-2，IL-4，IL-6，IL-10，およ





群間で統計学的に比較する場合は Mann-Whitney の U 検定を，また，VE 投与前後の患者間
における骨関節症状スコアの比較には Wilcoxon 検定を，VE 投与前後の患者間における各種
バイオマーカーの平均値の比較には対応のある t 検定を用いた．血清中 E2 濃度と各種サイ
トカイン濃度の相関，および VE 投与後の骨関節症状改善率と VE 投与前の血清中バイオマ
ーカー濃度との相関は，ピアソンの相関解析により検討した．血清中バイオマーカー濃度と
骨関節症状の改善スコアの相関は Kruskal-Wallis 検定を用いて解析した．血清 E2 濃度高値
の患者群および低値の患者群間における，VE 投与前骨関節症状スコアの重症度が高い患者
の頻度の差は，カイ二乗検定により検討した．VE 投与への応答性の良い患者を血清中 E2
濃度の境界値 1.8 pg/mL により区別するという診断指標は，血清中 E2 濃度と VE の効果に
関する ROC 解析を行うことにより確認した．いずれも危険率 5%未満（p0.05）を有意差あ
りと判定した．ROC 解析以外の全ての統計解析には，解析ソフトの GraphPad PRISM 4.0























清中 E2 濃度と IL-17A 濃度との間に有意な正の相関があった（p=0.0291）（Fig. 7）．一方，
血清中 Pg，VE，または Th1/2 サイトカインと E2 濃度間には，有意な相関はなかった（デ
ータ非表示）． 
 次に，VE 投与前後で骨関節症状スコアの評価ができた 51 名の乳癌患者において，VE が
骨関節症状スコアを減少させるか否かに基づく VE の治療効果を検討した．AI 治療に起因す
る骨関節症状スコアの平均値は，VE 投与によって有意に減少した（p=0.0178）（Fig. 8A）．
AI 服用中の乳癌患者において VE 投与が E2 濃度に影響を及ぼすか否かを確認するため，VE
投与前後に血清中ホルモン濃度を測定した．その結果，血清中の平均 E2 濃度は，VE 投与後






乳癌患者 51 名の，骨関節症状改善率を算出した．改善率は VE 投与後のスコアから VE 投与
前のスコアを減じ百分率で表した．骨関節症状改善率と VE 投与前後の血清中ホルモンまた
はサイトカイン濃度との関係を調べたところ，VE 投与前の血清中 E2 濃度（p=0.0069）お
よび IL-17A 濃度（p=0.0234）と骨関節症状改善率との間に各々有意な負の相関が見られた
（Fig. 10）．これより，AI 服用患者血清中 E2 濃度が低いほど VE の治療効果が高いことが
考えられたため，VE の効果が認められた患者（感受性群：n=24）と効果のなかった患者（非
感受性群：n=27）間で，VE 投与前の血清中 E2 濃度を比較した．その結果，感受性群は非
感受性群に比べ，血清中 E2 濃度が有意に低値を示した（p=0.0005）（Fig. 11）． 
さらに，VE 投与後の骨関節症状スコアの中央値で患者を感受性群と非感受性群に分け，
以下の検討を行った．すなわち，VE 投与前の血清中 E2 値が低値を示した群（1.8 pg/mL）
または IL-17A 値が低値を示した群（0.72 pg/mL）と，血清中 E2 値が高値を示した群（1.8 
pg/mL）または IL-17A 値が高値を示した群（0.72 pg/mL）との間で，VE 療法に感受性を
示す患者の頻度を検討した．VE 投与前の血清中 IL-17A 濃度と VE 治療応答性との間に有意
な関係はなかった（データ非表示）が，一方で，血清中 E2 濃度が 1.8 pg/mL 以下の患者で
は VE 投与後の骨関節症状が改善した患者の割合が有意に高かった（p=0.0004）（Table 6）．
さらに，血清中 E2 濃度と VE 治療応答性との間に強い相関があることが，両者の ROC 解析
30 
 
により求められた曲線下面積が 0.78074 であったことから明らかとなった（Fig. 12）．また，
これより，血清中 E2 濃度の至適カットオフ値が 1.8 pg/mL と結論付けられた．E2 カットオ
フ値を 1.8 pg/mL とした時，VE の効果を予測する血清中 E2 値の判断基準感度および特異
度は各々80.0%および 70.4%であり，正確な患者分類率は 74.5%だった． 
 全てのアンケートに回答した 51 人の患者を，VE 療法応答性によって VE 感受性群と非感
受性群に分け（Table 5），VE 投与前後における血清中 E2 濃度を両群間で比較した．全患者
を対象に VE 投与後の血清中 E2 濃度を投与前と比較すると，有意な増加がみられた（n=51, 
1.88±0.21 pg/mL から 2.38±0.20 pg/mL へ増加，p=0.0412）．一方，VE 療法応答性の違い
により群分けした各群別に同様の検討を行った場合，VE 感受性群では VE 投与後血清中 E2
濃度が有意に増加した（n=24, 1.14±0.25 pg/mL から 2.21±0.32 pg/mL へ増加，p=0.0124）
が，VE 非感受性群では有意な変化はなかった（n=27, 2.54±0.28 pg/mL から 2.53±0.24 
pg/mL へ増加）（Fig. 13）． 
 最後に，VE と AI がヒト PBMC に及ぼす直接的な影響を検討するため，健常者より得ら
れた PBMC に T 細胞マイトジェンである ConA 存在下，アナストロゾール（1-100 ng/mL）
もしくは VE（1.88-188 g/mL）を添加し培養を行った．PBMC 増殖率は WST-8 値として，
また，PBMC 培養上清中の IFN-，TNF-，IL-2，IL-4，IL-6，IL-10，および IL-17A の濃
度は，CBA 法により測定した（Fig. 14）．その結果，アナストロゾール 10 ng/mL と VE 18.8 
g/mL の共存下では，アナストロゾール 10 ng/mL 単独の時に比べ，PBMC の WST-8 値が



















Fig. 7. The correlation between serum estradiol concentrations and IL-17A 
concentrations.  There was a positive correlation between serum estradiol 
concentrations and IL-17A concentrations in 62 breast cancer patients before 




























Fig. 8. Osteoarthropathy scores and estradiol concentrations in aromatase 
inhibitor treated patients after vitamin E administration (n=60).  (A) A 
statistically significant decrease in the mean scores was observed after the 
vitamin E administration, as compared to the mean scores before administration, 
as analyzed by Wilcoxon test (*p=0.0178).  (B) There was no significant change in 



















Fig. 9. Changes of serum vitamin E concentrations in patients after vitamin E 
administration.  Statistically significant increases in the mean concentrations of 
vitamin E was observed after the vitamin E administration, as compared to those 








































Fig. 10. Correlations between osteoarthropathy improvement rates and serum 
estradiol or IL-17A concentrations.  There were correlations between 
improvement rates of osteoarthropathy (%) and serum concentrations of (A) 
estradiol or (B) IL-17A (pg/mL) in 51 breast cancer patients before administration 
of vitamin E.  There were significant negative correlations in (A) estradiol 
(p=0.0069) and (B) IL-17A (p=0.0234).  The plots shown in un-shaded area (left 
zone) represents the patients with worse symptoms after the vitamin E 
administration, whereas the plots shown in shaded area (right zone) represents 
the patients with improvement in the symptoms.  Zero percent in the abscissa 


















Fig. 11. Comparison of serum estradiol concentrations between vitamin E 
sensitive or insensitive patients.  Serum estradiol concentrations, before 
administration of vitamin E, were compared between the vitamin E responsive 
patients (sensitive; n=24) and the vitamin E unresponsive patients (insensitive; 
n=27).  There was a significant difference in the median concentrations of 
















Table 6. Relationship between serum estradiol concentrations and responses to 
vitamin E therapy. 
Response to the therapeutic 
efficacy of vitamin E 
Serum estradiol before vitamin E 
administration (pg/mL) 
 
Low: 1.8 High: 1.8 Total 
Sensitive 19* 5 24 
Insensitive 8 19 27 
Total 27 24 51 
The patients were grouped into the sensitive and the insensitive patients by the 
median score for improvement of osteoarthropathy symptoms after the treatment 
by vitamin E.  On the other hand, the patients were divided into the low- and 
high-serum estradiol concentration groups based on the median estradiol 
concentration of 1.8 pg/mL.  Consequently, the incidence of the sensitive patients 
to the vitamin E therapy was compared between the low- and high-serum 
estradiol concentration groups.  Statistical analysis was performed by 
Chi-Square test*.  The patients with low concentrations of serum estradiol 
exhibited significantly high incidence of the sensitive subjects responding to the 













Fig. 12. Serum estradiol level as a new biomarker for patients who will respond to 
vitamin E.  Receiver operator characteristic (ROC) curve for serum estradiol 
concentrations as a function of the improvement scores for osteoarthritis by 
vitamin E treatment.  The areas under the curve (AUC) was 0.78074, and the 













































Fig. 13. Serum estradiol concentrations in vitamin E-sensitive and -insensitive 
patients who answered all of the questionnaire.  51 patients who answered all 
questionnaires were divided into vitamin E sensitive or insensitive groups and 
their serum estradiol concentrations between before and after vitamin E 
administration were compared.  In all patients group (*p=0.0412) and the 






































































Fig. 14. Effects of anastrozole, vitamin E, and their combination on the 
mitogen-activated PBMCs.  PBMCs obtained from health subjects were cultured 
in the presence of serial concentrations of anastrozole and/or vitamin E, under the 
stimulation with concanavalin A (n=4).  Then, WST-8 assay values (A) and the 
concentrations of IFN-(B), TNF-(C), IL-2 (D), IL-4 (E), IL-6 (F), IL-10 (G), and 
IL-17A (H) in the culture supernatant were measured, and analyzed by 
Bonferroni’s multiple comparison test.  The horizontal bars in each figure mean 

































 閉経後乳癌患者における AI 治療は，副作用としてしばしば骨関節症状を引き起こす．こ
の結果，AI 治療を断念せざるを得ない場合もある．しかし一方で，閉経後骨粗鬆症は E2 の
欠乏が原因となっている．このように，AI が E2 値を低下させることで，結果として骨関節







て，血清中 E2 値と IL-17A 濃度との間に有意な正の相関が認められた（Fig. 7）．E2 欠乏は，
IL-17分泌に関与するTh17細胞へのナイーブT細胞の分化を誘導するという報告がある[62]．
加えて，E2 欠乏性骨粗鬆症の病態下では，IL-17 が骨減少を媒介することを示唆する報告[63]
や，E2 の抗炎症作用がこれら IL-17 の作用に対して抑制的に働くという報告[64]もある．血








療を目的とした VE の有用性を検討した報告は乏しい．本研究にて，AI の使用により骨関節
症状を呈した乳癌患者への VE 投与が，多くの患者において有効な治療であったことを明ら


























 次に，VE 投与の効果を調査するため，全アンケートに回答した 51 名の乳癌患者を VE 治
療に応答した感受性群と治療応答性がみられなかった非感受性群に分け，血清中 E2 濃度を
比較した．VE 投与後において，血清中 E2 濃度は 51 名の全患者および VE 感受性群（n=24）
で有意に増加したが，非感受性群（n=27）では有意な変化は示さなかった（Fig. 13）．この
知見から，VE 感受性患者の血清中 E2 値は VE 投与後に増加することが示唆された．しかし
ながら，前述のように，本研究の対象患者中 60 名で VE 投与後の血清中 E2 濃度を検討した
ところ，値の有意な増加はみられなかった（Fig. 8）．51 名の患者では，血清中 E2 濃度が
1.88±0.21 pg/mL から 2.38±0.20 pg/mL に，感受性群では 1.14±0.25 pg/mL から 2.21±
0.32 pg/mL に，そして非感受性患者では 2.54±0.28 pg/mL から 2.53±0.24 pg/mL に変化
した．健常閉経後女性の血清中 E2 値は 31.1±16.64 pg/mL と報告されている[71]．本研究
で対象とした患者は AI 治療を行っており，ゆえに VE 投与の有無にかかわらず，血清中 E2
値は上述したように健常者に比べて非常に低い値である．この観点から，AI 投与後の乳癌の
病態に及ぼす VE の影響はないものと考えられる．一方，前述したように，VE が破骨細胞
の融合を刺激し骨量を減少させる報告がある[69]が，これはマウスやラットを用いた研究で
あり，E2 等の性ホルモンとの関連を検討したものではない． 
 AI 関連骨関節症状への VE の治療効果を明らかにするため，血清中バイオマーカー濃度と
VE 投与後の骨関節症状改善率の関係を調べた．この結果，AI 治療を行っている乳癌患者で
は，血清中 E2 または IL-17A 濃度がより低値であるほど VE 治療による骨関節症状改善率が




の破骨細胞形成に関する vitro の研究では，実験的破骨細胞形成の最終段階での IL-17 暴露
で破骨細胞数はむしろ減少し，これは 0.1-10 ng/mL の濃度範囲で用量非依存的に生じた[73]．
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E2 欠乏症は，IL-17 エフェクターや Act1 のアップレギュレートに付随して，RANKL 発現
や骨吸収を促進するという報告がある[74]．これは，閉経後骨粗鬆症が自然免疫障害により
発症するという概念を支持するものである．閉経後女性の血清中 E2値は 31.1±16.64 pg/mL
と報告されている[71]．本研究では，血清中 IL-17A 値と VE 投与前骨関節症状スコアとの間
に有意な相関はなかった．しかしながら，VE 投与後では，血清 IL-17A 濃度は重症度スコア
と有意な相関があった．この知見より，AI 治療に併発する骨関節症状の重症度に血清中




血清中 E2 が骨関節障害の改善および VE の治療効果に重要な役割を担っていることを示唆
した．今回の結果が示すように，血清中 E2 濃度は骨関節症状が軽症な患者群と重症な患者
群間で有意な差はなかったが，VE 治療への応答性が良好であった患者では不良の患者に比
べ，VE 投与前の血清中 E2 濃度が有意に低値であった．これらの知見から，E2 低値（1.8 
pg/mL）であることが，AI 起因性骨関節障害を併発する乳癌患者に対する VE 投与が有効で
あることを示す有用な指標になりうることを初めて見出した． 
 結論として，VE 投与は AI 使用に伴う骨関節症状の軽減に有用な治療法であると考えられ
た．乳癌患者の血清中 E2 濃度はこれらの症状に対する VE 療法の効果を予測する，新規の
有用なバイオマーカーとなりうる．またこの時，血清中 E2 の閾値濃度を 1.8 pg/mL と設定
すれば，AI により引き起こされた骨関節症状に対して VE 療法を行うと効果を得やすい乳癌
患者を選定することが可能と思われた．今後，VE が AI 関連性骨関節症状をどのように緩和
するのかを解明する作用機序解析のための研究が，乳癌患者の AI 治療を支持する有効かつ

































 第一章では，TGP を用いて三次元的に培養したヒト乳癌組織が，培養液中に IL-6 や IL-10
などの Th2 系サイトカインを高濃度で分泌することを明らかとした．これらのサイトカイン
は，Th1細胞免疫に関連する腫瘍免疫を抑制し，腫瘍増殖を促進しているものと考えられた．




 次に第二章の検討結果から，VE は AI 療法に基づく骨関節症状の緩和に有効であることが
示された．さらに，血清中の E2 濃度は，AI 療法に伴う骨関節症状に対する VE の治療応答
性を示すバイオマーカーとなり得ることを示唆した． 
 










いて確認でき，さらには VE 療法が AI による乳癌治療に不利益な影響を及ぼすことなく使
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